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Resume — Penicillium italicumet P.digitatumsont des principales maladiesfongiques capables de developper des resistances 
a une grandevariete de composes fongicides de synthese. 

Ce projet de recherche s’interesse d l’ etude de I’activite antifongique d’un nouveau produit ditPerydoxan contre deux 
champignons phytopathogenesPenicillium italicumet P. digit atums ’attaquant aux fruits d’agrumes en conservation de la 
region Gharb (Maroc). Differentes concentrations de Perydoxan out ete testees pour leurs effets inhibiteurs de de la 
croissance mycelienne et de la germination des spores in vitro et in vivo de P. italicum, et P. digitatum. De plus la 
croissancemycelienne de P. italicumaeteinhibee a 100% a la dose de 2,5%. Alors que la germination des spores de P. 
digitatuma ete inhibe a 100% a la dose de 1,5% et pour une duree de contact de 25min. Cette etude montre que le 
Perydroxan presente une effcacite importantesur la croissance mycilienne et la germinationdes spores des champignons P. 
italicumet P. digitaum. 

Mots-cles: Penicillium italicum ;P. digitatum ; Perydroxan ; Activity antifongique. 


Study of the efficiency of the perydroxan against 
Penicilliumitalicum and P. digitatum responsible 
for the decay of fruits of citrus fruits in 
preservation (Morocco) 


Abstract — Penicilliumitalicum and P. digitatum are the 
main fungal diseases capable of developing resistance to 
a wide variety of compounds fungicides of synthesis. 

This research project is interested in the study of the 
antifungal activity of a new product said Perydoxan 
against two phytopathogenic fungi Penicilliumitalicum 
and P. digitatum attacking the fruits of Citrus fruit in 
conservation of the Gharb region (Morocco). Different 
concentrations of Perydoxan have been tested for their 
inhibitory effects of the mycelial growth and spore 
germination in vitro and in vivo of P. italicum, and P. 
digitatum. In addition the mycelial growth of P. italicum 
was inhibited 100% at the dose of 2.5%. While the 
germination of the spores ofP. digitatum was inhibited to 
100% at the dose of 1.5% and for a duration of contact of 


25min. This study shows that the Perydroxan presents a 
significant efficiency on the growth mycilienne and 
germination of the spores of fungi P. italicum and P. 
digitaum. 

Keywords — Penicillium italicum ; 

P. digitatum /Perydroxan ; Antifungalactivity. 

I. INTRODUCTION 

Au Maroc, la culture des agrumes couvre une superficie 
de 76500 hectares assurant une production annuelle 
d’environ 1,5 millions de tonnes. Ce tonnage couvre a la 
fois les besoins du marche national en fruit frais, assure 
l’exportation d’environ 570.000 t/an et alimente les unites 
de transformation (Anonyme, 2011). 
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La region du Gharb est une zone essentiellement rurale 
aintense activite primeuriste. Son economie est basee sur 
plusieurs varietesd'agrumes qui sont exposes aux attaques 
de champignons phytopathogenes.notamment Penicillium 
digitatum. Pour prevenir et empecher ledeveloppementde 
ce champignon, seuls les fongicides chimiques 
sontemployes actuellement. Cependant, ces produits sont 
prejudiciables surl’environnement et la sante par la 
persistance de residus sur les fruits (Cabras et al., 
1999),l’apparition de formes resistantes (Ben-yehoshua et 
al.. 1994) et l'accumulation de fongicides dans letissu 
adipeux humain (Suwalsky et al. 1999). Le 
consommateur exige de plus en plus desaliments exempts 
de produits chimiques. D’ou la necessity de trouver 
desmethodes alternatives. Dans ce contexte, les extraits de 
Ceratoniasiliquapowrraient controler Penicillium 
digit atumen post-recolte. Aussi l’effetantifongique de C. 
siliquaa ete teste en utilisant plusieurs 
solvantsd’extraction de differentes polarites. 

En raison de leur teneur elevee en eau et de leur richesse 
en element nutritifs, les fruits d’agrumes sont tres 
susceptibles aux attaques des champignons pathogenes 
(Eckert et Ogawa, 1985). Cependant, la quasi-totalite des 
pertes d’origine parasitaire, en post-recolte, sont dues aux 
champignons suivants: Geotrichumcandidumfa.ge.nt de la 
pourriture amere), Penicillium digit atum(agent de la 
pourriture verte) et P. italicum{ agent de la pourriture 
bleue). En effet, plus de 90% des degats sur fruits 
d’agrumes en post-recolte sont dus aux champignons 
precites (Boubaker, 1993). 

Les maladies de post-recolte sont a l’origine d’enormes 
pertes des fruits d’agrumes pendant le stockage et le 
transport des fruits. Ces maladies sont controlees 
principalement par l’utilisation excessive de fongicides de 
synthese. Cependant, l’efficacite variable de ces 
fongicides, la proliferation des souches resistantes et la 
preoccupation croissante de la population envers les 
dangers lies a [’utilisation de ces produits, tels que leurs 
effets nefastes sur la sante et l’environnement, a necessite 
le developpement de strategies alternatives pour le 
controle des maladies d’agrumes en post-recolte. 

II est bien connu que les fruits, apres leur recolte sont 
attaques par des moisissures, qui entrainent leurs 
pourritures. Ces moisissures apparaissent apres un temps 
plus ou moins long, selon la nature des fruits ou des 
legumes et les conditions de stockage (Gattoeta/., 2011). 
Ces champignons sont pour la plupart bien connus, de 
meme que leur mode de developpement. Parmi ces 
champignons on a le Penicillium digitaumqm cause la 
pourriture verte des agrumes. Alors que Penicillium 
italicumqm cause de la pourriture bleue. Ces deux 
Penicillium sont responsables de plus de 80% des 
pourritures des agrumes en post-recolte (Attrassi et 
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Badoc, 2014 ;Attrassi et Rahouti, 2016). Les methodes de 
traitement des fruits contre ces champignons sont connues 
et bien decrites. Parmi celles-ci, on cite l'application par 
trempage et/ou brassage des fruits apres recolte dans des 
solutions de fongicides (Chitzanidis et Argyri, 
1990;Cochen et Shalom, 1990 ; Attrassi et Badoc, 2014 ; 
Attrassi et Rahouti, 2016). D'autres precedes 
recommandent un premier traitement par pulverisation de 
composes fongicides sur les arbres fruitiers, puis un 
trempage des fruits dans d'autres fongicides. Les 
fongicides les plus couramment utilises pour le traitement 
des fruits apres recolte et surtout les agrumes, sont 
l'imazalil, le thiabendazole ou la guazatine, qui se sont 
averes jusqu'a present d’une grande efficacite. Ces 
composes sont en effet particulierement actifs contre les 
souches de Penicillium, qui sont a l'origine de nombreuses 
maladies fongiques (Eckert, 1991 ;Wedgeet al., 2000). 
Malheureusement, actuellement on note l’apparition des 
souches de Penicillium resistantes au thiabendazole et 
plus recemment resistantes a l’imazalil. Cette speciality 
peut etre employee aussi bien en traitement preventif que 
curatif, il a ete demontre que cet effet curatif reste limite 
dans le temps. En plus V utilisation des pesticides est de 
plus en plus denonce en raison de leurs grandes toxicites 
(El-Gaoutheta/., 1992 ; Conway et al., 1994 ; Defereraet 
al.. 2000 ; Martinez -Romero et al., 2008). Pour cela, le 
developpement de nouveaux produits de protection des 
fruits et legumes ayant pour principes actifs des molecules 
a faible toxicite peut s’inscrire comme une solution 
ecologique contre la croissance mycelienne des 
champignons P. italicumet P. Digitaum. De plus le 
controle de la pourriture fongique est essentiel pour 
optimiser le potentiel de stockage des citrus. 

L’objectif de ce travail est d’isoler et evaluer l’efficacite 
duPerydroxan dans le controle de la pourriture verte et 
bleue causee par Penicillium digitatumet P. italicumet 
d’etudier leur effet surla croissance mycelienne et la 
germination des spores de deux champignons 
phy topathogenes . 

II. MATERIEL ET METHODES 

Penicillium italicumet P. digitatum, ont ete isole a partir 
des fruitspourris en conservation de la variete d’agrumes 
provenant de chambre froide de Kenitra a 6°C apres six 
mois de stockage en 2015: 

- Clementines d’un clementinier 
{CitrusclementinaWoxt. ex Tan.) orange fonce, petites et 
de texture onctueuse 

Des fruits d’agrumes pourris en conservation provenant 
de chambre froide de Kenitra, ont ete ramenes au 
laboratoire pour analyse mycologique. Elies sont 
desinfectes par l’alcool 90° et les fragments presentant 
des lesions ont ete par la suite decoupes et deposes sur le 
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milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar). Les constituants de 
ce milieu (pomme de terre : 200g ; agar-agar : 15g ; 
saccharose ; 20g ; eau distillee : 1000ml) sont melanges 
au prealable dans une Hole d’Erlenmeyer d’un litre. 
Ensuite le milieu est sterilise en autoclave a 120°C 
pendant 30 min. Quand il se refroidit et atteint une 
temperature d’environ 50°C, le milieu est coule dans des 
boites de Petri a raison de 30 a 40 ml par boite additionne 
de 100 mg/1 de chloramphenicol. Toutes les boites 
ensemencees par les fragments sont incubees pendant 10 
jours a temperature de 25°C et a l’obscurite. 

Une fois les colonies fongiques developpees sur le milieu 
PDA, plusieurs repiquages sont realisees dans de 
nouvelles boites de PDA afm d’obtenir des cultures pures. 
Des isolements monospores ont ete egalement realises a 
partir de cultures pures en utilisant la technique des stries 
perpendiculaires. Cette technique consiste a preparer une 
suspension sporale a partir de chaque culture et d’etaler a 
la surface du milieu de culture une goutte de la suspension 
en stries perpendiculaires. Les colonies developpees apres 
24 heures sont prelevees une a une sous microscopes, a 
faible ou a moyen grossissement, et repiquees separement 
dans d’autres boites contenant le milieu PDA. 

La determination des especes fongique isoles a ete 
realisee par l’utilisation de plusieurs cles de determination 
(Samson et al., 1984 ; Pitt, 1988 ; Botton et al., 1990 ). 

A-Efficacitein vitro du produit Perydroxan sur la 
croissance mycelienne 

Le produit teste est le perydroxan qui est un melange 
d’acide peracetique et de peroxyde d’hydrogene. 11 est 
concu pour assainir les surfaces qui entrent en contact 
avec les produits alimentaires. 

Etude de l’efficacite du produit Perydroxan sur la 
croissance mycelienne in vitro de P. italicum et 
de/ J . digitatuma des concentrations de 0 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2,0 
; 2,5 et 3% (v: v) a ete teste pour son effet inhibiteur de la 
croissance mycelienne de P. italicum et P. digitatum. Les 
differentes concentrations ont ete versees dans des 
erlenmeyers contenant le milieu PDA sterilise. Apres 
agitation, le melange est distribue dans des boites de petri 
steriles (9 cm de diametre). Les boites contenant le PDA 
exempt de produit chimique ont ete utilisees comme 
temoin. Toutes les boites ont ete inoculees au centre avec 
des disques de diametre 5 mm d’une culture agee de 10 
jours par des champignons testes. Les boites de petri 
inoculees ont ete scellees avec du para film et ont ete 
incubees a 25°C + 2 °C (Al-Reza et al., 2010). La 
croissance lineaire moyenne des champignons testes a ete 
calculee apres 7 jours quand le temoin atteint la pleine 
croissance. Tous les traitements ont consiste en trois 
repetitions. L'efficacite de chaque traitement sur la 
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croissance des champignons a ete calculee en determinant 
le pourcentage d’inhibition de la croissance mycelienne. 

B-Etude de l’efficacite invitro du produit Perydroxan 
sur la germination des spores 

L'effet du produit perydroxan aux concentrations 
anterieures sur la germination des spores de P. italicum. et 
P. digitatuma ete evalue. Des suspensions de spores ont 
ete preparees a partir des cultures vieilles de deux 
semaines cultivees sur PDA a 25°C. Les spores ont ete 
recuperees en les enlevant a la surface des cultures avec 
une anse bacteriologique sterile dans 5 ml d'eau distillee 
sterile et transferees dans 100 ml d'eau distillee sterile 
dans une fiole conique de 250 ml. Les suspensions ont ete 
agitees pendant 10 min a 25°C et filtrees a travel's deux 
couches de tissu mousseline sterile pour eliminer le 
mycelium fongique. La concentration des spores a ete 
determinee avec un hemacy to metre et a ete ajuste a 105 
spores/ml. 1 ml de la suspension de spores de P. 
italicumou du P. digitatuma ete ajoute dans un tube 
contenant 9 ml des differentes concentrations du produit 
perydroxan (0 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2,0 et 2,5 (v: v). Puis chaque 
solution a ete incubee a 25°C pendant 1 ; 5 ; 10 ;15 et 25 
min. Ensuite, 0,1 ml de la suspension de chaque periode 
d'incubation et la concentration du produit ont ete etales 
sur les milieux PDA et incubees pendant 6 jours a 25°C 
selon la methode de Piano et al., 1997. La survie du 
champignon a ete exprimee par le nombre moyen d'unites 
formant des colonies UFC/ml. Les pourcentages 
d’inhibition de la germination des spores pour les deux 
champignons etudies ont ete calcules selon la formule 
suivante: 

D -Da 

P% = — - X 100 

Avec: 

P%: Pourcentage d’inhibition (%) de la germination des 
spores 

D: Estimation de la germination mycelienne dans milieu 
temoin. 

Da: Estimation de la germination mycelienne dans le 
milieu avec le produit. 

C- Essais invivo duPerydroxan sur le developpement 
des pourritures des fruits d’agrumes 

Les fruits d’agrumes, prealablement desinfectees a 
l’alcool 90°, sont lavees a l’eau distillee sterile puis 
blessee a l’aide d’une aiguille fine et sterile (blessures de 
2 mm de profondeur) en trois points opposes de la region 
equatoriale du fruit puis trempe dans un Becher contenant 
1 1 de la solution du Perydroxan a la dose la plus 
concentree (1,5% et 2,5%). Apres deux heures, les fruits 
d’agrumes ainsi blesses sont inocules par les fragments 
myceliens preleves a partir d’une culture agee de dix jours 
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sur le milieu PDA a l’aide d’une aguille sterile. Les fruits 
traites sont repartis dans des sachets en plastique 
pulverises avec l’eau distillee sterile afin de maintenir une 
humidite relative elevee. Par la suite, les sachets sont 
places dans des chambres froides pendant deux mois a 4 
°C et dix jours a 25 °C a l’obscurite. Le developpement 
des pourritures est evalue par mesure perpendiculaire des 
diametres des lesions et le pourcentage d’inhibition est 
calcule par la formule suivante : 

Dt-Df 

I(%)= x 100 

Dt 

Dt= diametre de la pourriture du temoin 

Df= diametre de la pourriture du fruit inocule et traite par 

le Perydroxan. 

Pour chaque test, trois essais sont effectues et pour chaque 
essai, trois pommes sont inoculees. 

Methode d’ analyse statistique 

Les resultats ont ete analyses statistiquement par Fanalyse 
de la variance a un critere, chaque donnee represented 
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moyenne de trois repetitions. L ’application du test de 
Neweman et Keuls permet de determiner les 
groupeshomogenes. Ainsi les donnees appartenant au 
meme groupe sont considerees non differentes avec le 
risque a egal a 5%. Le traitement statistique des resultats 
est realise a l’aide d’un programme informatique 
statistical. 

III. RESULTATS ET DISCUSSION 
*Croissance mycelienne Invitro de P. italicum et de P. 
digitatum 

Les resultats obtenus sont presentes dans laFigure 1 et 2. 
Le produit Perydroxan est tres efficace pour inhiber la 
croissance mycelienne des deux champignons P. italicum 
et de P. digitatum. Cette efficacite varie en fonction des 
doses testees. La dose de 2,5% a induit une reduction de 
la croissance mycelienne avec un pourcentage 
d’inhibition de 100% de la croissance mycelienne des 
deux champignons 


% d’inhibition 
100 
80 
60 
40 
20 
0d 0 
0% 


39,3c 


78,8b 81b 


U 


99a 


100a 100a 



0.5% 1% 


1 .5% 2% 


2.5 % 3% 


Concentration du Pervdroxan 

Fig.l: Croissance mycelienne de P. italicumapres 7 jours d’incubation d 25°C des boites de petri: temoin 0% et 
traitee avec 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% et 3% de perydroxan. 
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Fig.2:Croissance myceliennede P. digitatumapres7 jours d’incubation a 25°C des boites de petri: temoin 0 % et traitee avec 

0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% et 3% de perydroxan. 
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* Germination des spores de P. italic um et de P. 
digitatum 

Toutes les concentrations du produit teste ont reduit la 
germination des spores des deux champignons etudies 
(Tableaux 1 et 2). L’inhibition totale a ete observee a la 
dose de 2,5% pour la duree de contact de 15 min du 
produit avec les spores des champignons testes. Les 


resultats montrent aussi que les spores du champignon P. 
digitatumsont plus sensibles au produit que les spores de 
P. italicum. Les resultats obtenuslors de l’application de 
ce produit sont similaires a ceux obtenus par plusieurs 
chercheurs (Poovaiah, 1986 ; Juven et Pierson, 1996; 
Ralph, 2003 ; El-Mougyet al„ 2008 ) qui ont etudie 
l’activite antifongique du peroxide d’hydrogene. 


Tableau 1: Pourcentage d’inhibition (%) de la germination des spores P. italicumen reponse aux dijferentes concentrations 
du produit Perydroxan et apres 1 ; 5 ; 10 ; 15 et 25 min de contact des spores avec le produit. 


Temps de contact (min) Spores de P. 
italicum 

Concentration du produit Perydroxan (%) 

0% 

0,50% 

1% 

1,50% 

2% 

2,50% 

1 

0,0a* 

0,0e 

0,0e 

5,4d 

25, 4d 

36,6d 

5 

0,0a 

8,8d 

29,9d 

41,0c 

52,1c 

74,3c 

10 

0,0a 

26,6c 

64,3c 

72,1b 

72,lbc 

96,6b 

15 

0,0a 

52,1b 

78,8b 

81,0b 

89,9b 

100,0a 

25 

0,0a 

74,3a 

84,3a 

98,8a 

100,0a 

100,0a 


* Les chijfres suivis de la meme lettre dans la meme colonne ne sont pas significativement dijferents selon le test de Newman 
et Keuls (P <5%). 


Tableau 2: Pourcentage d’inhibition (%) de la germination des spores P. digitatumen reponse aux dijferentes concentrations 
du produit Perydroxan et apres 1 ; 5 ; 10 ; 15 et 25 min de contact des spores avec le produit. 


Temps de contact (min) Spores de P. 
digitatum 

Concentration du produit Perydroxan (%) 

0% 

0,50% 

1% 

1,50% 

2% 

2,50% 

1 

0,0a 

3,22e* 

2 1 ,00d 

56,5c 

81,00c 

89,89c 

5 

0,0a 

14,33d 

31,00c 

78,78bc 

87,67bc 

92,11b 

10 

0,0a 

27,67c 

51,00b 

84,33b 

89,89b 

98,78a 

15 

0,0a 

41,00b 

72,11a 

87,67b 

98,78a 

100,0a 

25 

0,0a 

76,56a 

89,89a 

100,00a 

100,0a 

100,0a 


* Les chijfres suivis de la meme lettre dans la meme colonne ne sont pas significativement difjerents selon le test de Newman 
et Keuls (P <5%). 


*Effet in vivo dupery droxan sur le developpement de la pourriture des fruits d’agrumes en conservation. 

Le perydroxan presente une efficacite importante a 4°C et moyenne a 25°C (Figure 3) vis-a-vis des champignons P. 
digitatum et P. italicum, en inhibant le developpement de la pourriture surles fruits d’agrumesinocules. 
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Concentration du 

Fig. 3: Effet du Perydroxan (1,5% et 2,5%) sur le developpement de la pourriture des fruits d’agrwnesinocules par deux 

especes fongiques et incubees a 4 et 25°C. 


Recemment, plusieurs produits commerciaux a base de 
peroxyde d'hydrogene ont ete teste pour leur 
effetantifongique, comme le produit Storox un nouveau 
disinfectant a large spectre contenant un melange 
deperoxyde d'hydrogene et d'acide peroxyacetique, ce 
produit a reduit a 98% la contamination des 
caissesd’emballage en bois par Pecicilliumexpansum, 
lorsqu'il est applique a 2700 ppm (Sholberg, 2004). Tian 
et al. (2002) ont demontre que le chlorure de calcium a 
2% a inhibe la croissance mycelienne et la germination 
des spores deR. stolonifer , alors que Patykowski, 2006 a 
prouve que 40 mM de H 2 O 2 inhibe la germination de 
spores invitro de B.cinerea. Une etude recente a montre 
que H 2 O 2 possede une activite antibacterienne in vitro et 
sur lesfeuilles de tomate contre R. solanacearum{ Lien 
et al., 1997). L'acide peracetique est actuellement utilise 
avec succes pourdesinfecter les effluents d'eaux usees et 
steriliser les recipients de traitement et des reservoirs dans 
l'industriealimentaire (Profaizereta/., 1997). 

IY. CONCLUSION 

Le produit perydroxan presente un important effet 
inhibiteur de la croissance mycelienne et de la 
germination des spores des champignons: P.italicumetP. 
digitaum. De part son important potentiel de disinfection, 
il permet P eradication des champignons en question dans 
les stations de conditionnement, les structures des serres 
et ceci a partir de la dose de 2,5%. A cette dose le 


Perydroxan est a recommander pour la disinfection des 
outils de travail comme les secteurs, les pinces et 
couteaux lors des opirations d’ebourgeonnage, des tailles, 
de greffage et d’effeuillage. 

Les traitements post-ricolte des fruits d’agrumes par 
trempage dans le perydroxan riduisent de facon 
significative leur pourriture. In vitro et in vivo , 
leperydroxan donnedesrisultatssatisfaisants sur la 
croissance et la germination des deux especes itudiies. 
La fongitoxicitide ce produit risulte de son interaction 
avec des groupements amines et hydroxyles des enzymes 
intervenant dans le processus de la respiration (Owens, 
1963 ; Sijpesteijn, 1970 ; Leroux et Moncomble,1993a ; 
Leroux et Moncomble, 1993b). 

A Tissue de ce travail, on retiendra que dans le cas 
d’une conservation a 4°C, le perydroxanpermet de 
stopper l’activiti de la plupart des champignons 
responsables de la pourriture des fruits d’agrumes. 
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